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15. DNA ricombinante (Parte 2) 



Cosmidi e YAC 
Sonde 
Elettroforesi 
Southern blot 
Northern blot 

Isolamento e retrotrascrizione di mRNA eucariotico 

Librerie di cDNA 
Vettori di espressione 
Microarray 
Western blot ed ELISA 



Clonaggio frammenti di grandi dimensioni 




TABELLA 4.3 Vettori per il clonaggio di frammenti di DNA di grandi dimensioni 



Vettore 


Inserto DNA (kb) 


Cellule ospite 




30-45 


E. coli 


Batteriofago PI 


70-100 


E coti 


Cromosomi artificiali PI (PAC) 


130-150 


E. coli 


Cromosomi artificiali batterici (BAC) 


120-300 


E coli 


Cromosomi artificali di lievito (YAC) 


250-400 


Lievito 
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In funzione delle dimensioni del frammento che si vuole clonare, si utilizza un vettore 
apposito 



Plasmidi consentono clonaggio di frammenti di poche migliaia di bp (1000-5000 bp) 

Cosmidi 

Fagi 

Cromosomi artificiali batterici BAC 
Cromosomi artificiali di lievito YAC 
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YAC hanno cnetromeri, telomeri, origini di replicazione 
Taglio SnaBi per clonare inserto 

Taglio BamHI elimina circolarizzazione e libera i telomeri 



Yeast Artificial Chromosome (YAC) 
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YACh; 
Taglio 
Taglio 



anno cnetromeri, telomeri, origini di replicazione 

> SnaBi per clonare inserto 

> BamHI elimina circolarizzazione e libera i telomeri 



Yeast Artificial Chromosome (YAC) 
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Selezione basata su colore: 
Colonie rosse ricombinanti 
Colonie bianche non ricombinanti 



Tipi di vettori 



Vettore 



Isolamento Limite 
Caratteristiche del DNA di DNA 



Plasrrùde Alto numero 
di copie 



| ago 



Cosmi de 



BAC 



YAC 



Fisico 



10 kb 



Infetta i batteri Mediato da 20 kb 

impacchettamento 
neJfago 



Alto numero 
di copie 



Basato sul 
plasmide F 

Origine* 
centromero ♦ 
tetomero 



Mediato da 47 kb 

impacchettamento 
nel fago 



Fisico 



Fisico 



300 kb 



>1 Mb 
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Elettroforesi 
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Elettroforesi permette separazione molecole di DNA in base alla loro lunghezza 
DNA carico negativamente si muove da catodo ad anodo 
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Elettroforesi 
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Elettroforesi permette separazione molecole di DNA in base alla loro lunghezza 
DNA carico negativamente si muove da catodo ad anodo 
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Separazione dei frammenti 
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Frammenti più piccoli migrano più velocemente 
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Gel di 
nel ca 



agarosio forma una matrice porosa, attraverso la quale il DNA può muoversi 
mpo elettrico 
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A fine elettroforesi, DNA viene marcato con un intercalante fluorescente, come Etidio 
Bromuro 
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Visualizzazione del DNA 
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Sotto una luce UV, EtBr produce una fluorescenza violastra, in corrispondenza de 
bande di DNA 



Visualizzazione del DNA 





D Zlpoto . Biologia Molecolare 




D Zlpoto . Biologia Molecolare 



18 




D Zlpoto . Biologia Molecolare 



20 




D Zipeto • Biologia Molecolare 




D ZjHjD • Balogia Molocolare 



23 




D Zipolo • Biologia Molecolare 



25 




D Zlpoto . Biologia Molecolare 



Gel di poliacrilammide ha una trama porosa più fine. 

Permette una maggiore risoluzione molecole di DNA di piccole dimensioni 
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Gel di poliacrilammide ha una trama porosa più fine. 

Permette una maggiore risoluzione molecole di DNA di piccole dimensioni 



Gel di poliacrilammide 
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Gel di poliacrilammide ha una trama porosa più fine. 

Permette una maggiore risoluzione molecole di DNA di piccole dimensioni 



Elettroforesi 



A. Electrophoresis 



DNA sample 



B. After electrophoresis and 
treatment with stain 



Gel 
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Direction 
migration 




Larger 
molecules 
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Gel agarosio orizzontale 
Gel acrilammide verticale 
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Per individuare banda di interesse, si possono utilizzare delle sonde 
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Sonda consiste in molecola di DNA marcata radioattivamente o per incorporazione 
nucleotidi radioattivi, o per marcature del 5' con fosforo radioattivo 
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Souther blot 
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Southern blot 

gel 

© blot 
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Sonda ibrida in corrispondenza di banda che ha sequenza complementare 
Segnale rivelato da banda su lastra autoradiografica 
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Sonde per individuare colonia batterica che contiene frammento di interesse 



Ibridazione su colonia 

X 
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per individuare colonia batterica che contiene frammento di interesse 



Sonde in diagnostica 
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Sonde in diagnostica: 

Sonda per gene normale e per gene per anemia falciforme 
3 individui 

1 positivo a sonda normale 

2 positivo a sonda per gene patologico 

3 positivo ad entrambe (portatore) 



Mini e micro-satelliti 

Simple seqjence tandem array 




Parenlal 
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DNA satellite, ripetizione di brevi sequenze in tandem 
Differiscono da persona a persona per la loro lunghezza 
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Individui diversi hanno satelliti di lunghezza diversa 

Quindi dopo analisi con sonde, pattern sarà diverso nei diversi individui 
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Pattern permette in medicina forense di individuare soggetto al quale appartiene un 
dato DNA 



Giunzioni introni-esoni 




c on<d gcno^< D+4A 



,_0 



-3 



li 
r 



miti«og«r MIA 



MNATUtl Of*A A SO 



S ONA 
• 3 RHA 



D*<A 

v 

_fì 



SI NUaf ASf TRf ATMCNT 
0C3AA0CS SINGU STKANDCO 
NUCUC AOOS 



«non 2 
•non * 



D Zlp<Ho • Balogia Molecolare 



Sonde permettono di studiare giunzioni esoni- introni 
Ibridazione DNA ed RNA 

Sequenza intronica in DNA degradata perchè ssDNA 
Elettroforesi, separazionedei due esoni 
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Clonaggio sequenze codificanti 
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Per clonare sequenze codificanti eucariotiche, non si può partire da DNA (contiene 
introni) ma bisogna partire da RNA 
RNA viene retrotrascritto in cDNA 



Genoteca genomica e a cDNA & 



DNA cromownco 
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Genoteca genomica, deriva da DNA genomico, tutti i frammenti (anche esoni ed 
introni) 

Genoteca a cDNA deriva dalla retrotrascrizione di tutti gli mRNA presenti 




Purificazione mRNA poli(A) 



Il poli(A) può essere usato per isolare l'mRNA 




La maggior parte della 
popolazione di RNAè 
composta da rRNA 
privo di poli(A) 



LRNApoli(A)^ 

si attacca alla colonna 



L'rRNA passa 
attraverso la colonna 



L'mRNA con poli(A) è 
una piccola proporzione 
dell'RNA 



- AAA 



Sefarosio- 
oligo (dT) 
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Come purificare mRNA 
Colonna di sefarosio-oligo dT 
Code di poliA vi si legano 




rRNA e tRNA vengono eliminati dalla colonna 

Trattando colonna con soluzione basica, avviene denaturazione e mRNA viene 
recuperato 
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Purificazione mRNA poli(A) & 

La maggior parte L'mRNA contenente poli(A) 

della popolazione di RNA rappresenta una frazione 
è rRNA che è privo di poli(A) piccola dell'RNA 



— T^AA 
AAA 



* 



URNA poli(A) 
resta attaccato 
alla colonna 

4 

LrRNA passa J^Z^^ 
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Oligo(dT) U 

Sefarosio 

— AAA 



rRNA e tRNA vengono eliminati dalla colonna 

Trattando colonna con soluzione basica, avviene denaturazione e mRNA viene 
recuperato 
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Solo mRNA con coda poliA si lega alla colonna. rRNA e tRNA vengono eliminati 
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Retrotrascrizione 
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Passo successivo, retrotrascrizione 

Si usa enzima RT dei rerovirus 

RT è una DNA-polimerasi RNA dipendente. 

Usa stampo ad RNA per formare prima ssDNA, e poi dsDNA 

Ha bisogno di innesco, come tutte le DNA polimerasi 
Innesco artificiale, un oligo-dT 

Lega sequenza poli-A, fornendo alla polimerasi terminale 3' 
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RT sintetizza elica complementare 

Ha attività Rnasi H che rimuove filamento RNA 

Sintesi elica complementare 
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Retrotrascrizione 
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Libreria di cDNA 9 



CREATING A cONA LIBRARY 
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Il cDNA così ottenuto può essere clonato 



Clonaggio cDNA 
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ó 
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Come clonare frammenti che non hanno estremità compatibili con sito di restrizione 



Terminal transferasi 9 
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Prima possibilità: terminal transferasi 

Code TTTTTTTTT su un frammento, AAAAAAAAAA su altro frammento 
ligazione 




RT, e terminal transferasi 

CCCC su inserto, GGGG su vettore 



Linkers 
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Uso di linkers. 

Piccoli frammenti di DNA a doppia elica che contengono sito di restrizione 
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Linkers 

(a) Un tipico hnker 
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Legati ad estremità da ligasi T4 (lega frammenti di DNA a doppia elica) 
Taglio e formazione estremità coesive 



Ligasi fago T4 
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Ligasi fago T4, lega dsDNA 

Ligasi vista nella replicazione, lega nick, ossia ssDNA appaiato ad elica 
complementare 



Vettori di espressione 
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Clonato un gene in un vettore, possibile esprimere la proteina corrispondente? 
Si, ma solo se il vettore porta sequenze regolatrici. Se batteriche, promotori/ 
operatori batterici 




Studi di espressione 
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Se conosco proteina, posso risalire al gene? 
Si, ma non facilmente 

Da sequenza proteica si determina sequenza nucletodica, tenendo conto della 
degenerazione del codice 
Si produce sonda 

Si ibrida libreria genomica o di cDNA, e si individua regione codificante 



Sonde da sequenze proteiche 
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ottimizzare sonda, scegliere regioni con minore ridondanza 



Sonde da sequenze proteiche <£r 
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Per ottimizzare sonda, scegliere regioni con minore ridondanza 



Sonde da sequenze proteiche 
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Studi di espressione 
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Studio sequenze di regolazione 



Rimozione gene normale X, sostituito da gene spia Y (ad esempio resistenza, o 
proteina fluorescente, ecc.) 

In presenza della sequenza regolatrice 3, gene attivo solo in cellule di tipo B 
Sequenza 2, gene attivo solo in cellule D, E ed F 
Ecc. Ecc. 



Studi di espressione: microarray 
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Microarray. 

Si compara un campione ad un altro 

Ad esempio tessuto normale, cDNA marcato con fluorescenza rossa 
Tessuto patologico, cDNA marcato con fluorescenza verde 

Microarray ha diverse sonde legate, per i diversi RNA 

Alla sonda in una data posizione può legarsi cDNA rosso, cDNA verde, o emtrambi 
Se segnale rosso, mRNA corrispondente solo in cellule normali 
Se verde, solo in cellule malate 
Se giallo, espresso in entrambe 



Microarray 



a) microarray di cDNA 
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Microarray. 

Si compara un campione ad un altro 

Ad esempio tessuto normale, cDNA marcato con fluorescenza rossa 
Tessuto patologico, cDNA marcato con fluorescenza verde 

Microarray ha diverse sonde legate, per i diversi RNA 

Alla sonda in una data posizione può legarsi cDNA rosso, cDNA verde, o emtrambi 
Se segnale rosso, mRNA corrispondente solo in cellule normali 
Se verde, solo in cellule malate 
Se giallo, espresso in entrambe 




Microarray. 

Si compara un campione ad un altro 

Ad esempio tessuto normale, cDNA marcato con fluorescenza rossa 
Tessuto patologico, cDNA marcato con fluorescenza verde 

Microarray ha diverse sonde legate, per i diversi RNA 

Alla sonda in una data posizione può legarsi cDNA rosso, cDNA verde, o emtrambi 
Se segnale rosso, mRNA corrispondente solo in cellule normali 
Se verde, solo in cellule malate 
Se giallo, espresso in entrambe 
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m»croarray (microghglia) 
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del campione 2. 

marcato con 
fluorocromo verde 



IBRIDARE 
LAVARE 
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Studi di espressione: cellule non trattate, cellule in presenza di un dato metabolite 



Studi di espressione: microarray © 



Al CstVjU tornai» QWW «vr^ii» 

\ 
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Cellule normali e tumorali 




Paziente sano e paziente leucemico. 

Analisi di SNP associati a diversi tipi di leucemia 




A | C 0 
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Confronto fra livelli di espressione 

Verde: geni espressi, rosso geni non espressi 

Come cambia il pattern dei geni espressi nel corso del tempo 
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Analisi proteine: 

Estrazione proteine. Elettroforesi per proteine. Marcatura ed individuazione 
mediante anticorpi (western blot) 

Proteina legata a tag fluorescente: individuazione cellule marcate, legate da 
anticorpo 

ELISA: estratto proteico legato in piastra, saggio con anticorpo 
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SDS: detergente che carica negativamente le proteine 

PAGE: poli acrylamide gel electrophoresis (elettroforesi su gel di poliacrilammide) 




Western blot 



Western blot 




t . Protone applicate 
a un g& contenente SOS 
e separate per elettroforesi 



2. Settrotrsstenmerrto 



con l'anticorpo pomario 



J U U U IL P n n ri n 

HI' -ÈIMsJII-E 



III 

I 



Wt 




^ ^ 



5. Wevajione ov*' anticorpo 
secondano fagcjunta 
dei substrato per l'enzima) 



\ \ \ 



4 irKutxaz»oneconr, 

SeCOfVlti»: '.«li .•• r tl: 

con un enzima 
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Western blot 
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Western blot 



ELISA 



1. Coat antigen onto microplate 




2. Allow protein adsorption and block unoccupied sites with neutral protein 

3. Add antìbody solution (hybridoma supernata nt) into each well 





4. Add HRP or AP conjugated secondar y antibody into each welt and develop 
colorimetrie reaction with appropriate substrate 




xxxmxxx mix 




5. Read absorbance in spectrophotometer with appropriate fìlter and 



quantitate relative antigen levels 
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Gene di intresse ad esempio sconosciuto. 

Abbiamo pero' anticorpo contro una data proteina. 

Espressione delle diverse proteine possibili in library di cDNA. 

Trasferimento proteine su nitrocellulosa, fissate in spot corrispondenti alle singole 

colonie batteriche, anticorpo permette di identificare clone che produce la proteina 

di interesse riconosciuta dall'anticorpo 

E' possibile cosi' isolare il clone che contiene il gene corrispondente alla proteina di 
interesse 



Anticorpi monoclonali 

hybridoma technique 




cefi fuvK>n 



ve4e<t»on ot positive I . t cultrvjtion of 
hybrtdcelis 1 * ^ ^ 1 1 positive ctones 
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Come produrre anticorpi monoclonali (fusione fra cellule B e cellule di mieloma, per 
formare ibridomi) 

Clonaggio, selezione cellule che producono anticorpi 

Piastre con proteina usata per immunizzazione, testata con gli anticorpi prodotti dai 
diversi cloni 



